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はしがき
健康人由来の、すなわち野生型のケラチン9(以下、正常ケラチン9と略す)と、患者由来の、すなわちアミノ酸
の置換を生じるような点突然変異を持つ変異型のケラチン 9(以下、変異ケラチン9と略す)をともに持つ細胞は、
細胞内の細胞骨格を形成する最も重要なケラチン繊維に対して、野生型ケラチン9のみを持つ場合は光学顕
微鏡のレベルで、きれいな繊維状の構造を示す事に対して、野生型でない変異ケラチン9をコードする遺伝子断
片を挿入された細胞にあっては、ケラチン繊維が光学顕微鏡のレベルで、滴状ないしは短い繊維状の構造を示
した。この事実は、我々の考えているモデルは、人にみられる細胞骨格の異常を、細胞のレベルで忠実に再現
している事になる。この事実にもとづいて、細胞骨格の異常をもたらす機構が優性抑制である事から、それを解
除する実験をおこなった。校正または、変異ケラチン9の分解の促進は、定性的には生じるが、現在までのところ、
再現よく、かっ、定量性を持って一定の効果を発揮するとは結論しがたい。この事実は、『自然のおこなう遺伝子
治療(natural gene therapy) Jといわれている加齢による症状の緩和が、必ずしも遺伝子のレベルでの校正で
はなく、かっ、分解過程の促進でもない事を間接的ながら示唆する所見である。以上のように、研究目的に対し
ては一定の成果を上げると同時に、更に、検討すべき新しい課題の発見につながったと考えられる
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皮膚科学領域でみられる遺伝子皮膚疾患は、責任遺伝子(病因遺伝子)の発
現が皮膚を構築する細胞群で適切に行われていないことに起因する。すなわち遺
伝性皮膚疾患は遺伝形式により優性型と劣性型に分類しうるが、劣性型にあって
は責任遺伝子産物が適切に作られないための結果として生じる蛋白欠損のより発
症にいたり、優性型では劣性型にみられる単純な蛋白欠損による発症ではなく、優
性抑制型のメ力ニスムにより発症に至るものがある。先天性皮膚疾患群にあって
は、優性遺伝を示す蛋白欠損型の疾患群よりも、優性型の遺伝形式をとる疾患群
の方が、患者数が多い事は良く知られている。遺伝性皮膚疾患にあっては、優性
抑制型の発症メカニスムを示す例は多数あるが、構造蛋白に着目すれは、表皮に
あってはケラチン群が、真皮にあってはコラーゲ、ン群が、その代表的な例である。
これらの例に共通する発症病理は、これらの構造蛋白群は、アセンブリーの過程を
経て多量体を形成する事にあり、この事実は、多量体形成の形成不全がひとたび
生じれば、構造蛋白が機能を失うという事実である。このことは、一方の遺伝子産
物が正しく合成されないときに、他方の遺伝子産物が仮に正しく生合成されたとし
ても、重合の過程で正しい最終産物を作る事が出来ず、結果として蛋白は機能を
失ってしまうD この現象は、構造蛋白みならず、多量体の形成が、蛋自の機能発現
に必要なタンパク群で、は共通してみられる現象であり、一括して、優性抑制とよば
れている。ひと表皮にあって、最も重量の多い構造蛋白はケラチンである。この蛋
自の生理機能は多岐であり、角層にあってはケラチンパターンを作る事により物理
的な抵抗性を皮膚にあたえ、マルビーギ層にあっては、細胞骨格として機能し、ま
た、基底細胞層からマルビーギ層にかけては、細胞細胞接着に関与する。今回モ
デルとして採用したケラチン9は、主としてヒト皮膚の頼粒細胞層で重要な役割を
演じるケラチンであり、その点では、基底細胞層の細胞骨格主成分であるケラチン
5や14と、あるいは、マルビーギ層の主要細胞骨格ケラチンであるケラチン1また
は10と、異なった分布を示すoケラチンは、その遺伝子に点突然変異がもたらされ
ると、優性型の遺伝形式をしめす遺伝性皮膚疾患を引き起こす。それゆえ、ケラチ
ンの点突然変異によって生じる遺伝性疾患を一括してケラチン病とよぶ。ケラチン
9は、点突然変異によって頼粒変性をいわれる病理組織像を引き起こし、ヒトにあ
ってはフエルナー型の先天性掌蹄角化症をもたらすo一方、同じケラチン病で、あっ
ても、基底細胞層の主要なケラチンであるケラチン5、ケラチン14は、先天性表皮
水癌症単純型を引き起こす事が知られている。これらのケラチン病の臨床特徴の
一つは、加齢により軽快傾向を示す事であり、その機序は不明ながらも根本的な
原因が遺伝子レベルでの点突然変異である事から、「自然の遺伝子治療」
( natural gene therapy )とよばれていた。今回我々は、ケラチン病の発症病理は、
根源的には遺伝子レベルで、の点突然変異の導入であり、それが、発現過程では、
優性抑制のメカニズムで高次構造を正しく取る事が出来ず、したがって機能を失う
とされてきたことと、一方では前述のように加齢に伴って軽快傾向を示す事実から、
この分子メ力ニスムを解明する事は治療の糸口になりうると考えた。そのためには、
最も有力な手段として、第一に遺伝子レベルでの校正を想定し、次に、点突然変異
側の遺伝子産物の発現量を低下させる事によって達成可能と考えた。臨床的には、
前者であれば、増殖過程での岡崎フラグメントが、正常遺伝子由来の RNAが使わ
れたと仮定するならば一定の頻度で生じるはずである。この正確な模倣ではない
が、小分子DNA断片を用いる遺伝子校正は、小分子DNA量をモル濃度のレベル
で大過剰にする事で校正をおこなう試みはこれまで世界中でおこなわれて来た試
みであり、ケラチン遺伝子にあっても達成可能で、ある可能性があるo後者は、 2つ
の遺伝子の発現量は必ずしも同等ではないと考えられているところからの発想で
ある。 2つの遺伝子の発現は本来同一であり、そうであるならば、加齢に伴って軽
快する事は考えにくい。この矛盾点の解決法は、 2つの遺伝子は同じ発現量を約
束されたものではなく、不均衡であり得る事を仮定すれば解釈可能である。すなわ
ち、水宿症や角化症では、優性抑制の起っている細胞は脆弱で、あり死滅しやすい。
2つの遺伝子が不均一に発現されており、かつ、野生型が多く発現されるような細
胞株があり得るとしたならば、その細胞は優先的に生き残り、結果としては臨床症
状を呈さない細胞によって表皮は構成される事になるoこれを人工的に作るために、
siRNAを用いて、積極的に点突然変異型のmRNAを排除する機構を考えた。
用いた遺伝子断片
ケラチン 9の野生型の構造を示す。
1 ccctgcactt gggagccggt agcac七cctatcactgcttc tcaacccgtg 
agctaccagc 
61 tgtgtcatga gctgcagaca gttctcctcg tcctacttga gccgcagcgg 
cgggggtggc 
121 gggggcggcc tgggcagcgg gggcagcata aggtcttcct acagccgctt 
cagctcctca 
181 gggggcggtg gaggaggggg ccgattcagc tcttctagtg gctatggtgg 
gggaagctct 
241 cgtgtctgtg ggaggggagg cggtggcagt tttggctaca gctacggcgg 
aggatctggg 
301 ggtggtttta gtgccagtag tttaggcggt ggctttgggg gtggttccag 
aggttttggt 
361 ggtgcttctg gaggaggcta tagtagttct gggggttttg gaggtggctt 
tggtggtggt 
421 tctggaggtg gctttggtgg tggctatggg agtgggtttg gggggtttgg 
gggctttgga 
481 ggtggtgctg gaggaggtga tggtggtatt ctgactgcta atgagaagag 
caccatgcag 
541 gaactcaatt ctcggctggc ctcttacttg gataaggtgc aggctctaga 
ggaggccaac 
601 aacgacctgg agaataagat ccaggattgg tacgacaaga agggacctgc 
tgctatccag 
661 aagaactact ccccttatta taacactatt gatgatctca aggaccagat 
tgtggacctg 
721 acagtgggca acaacaaaac tctcctggac attgacaaca ctcgcatgac 
actggatgac 
781 ttcaggataa agtttgagat ggagcaaaac ctgcggcaag gagtggatgc 
tgacatcaat 
841 ggcctgcggc aggtgctgga caatctgacc atggagaagt ctgacctgga 
gatgcagtat 
901 gagactctgc aggaggagct gatggccctc aagaagaatc ataaggagga 
gatgagtcag 
961 ctgactgggc agaacagtgg agatgtcaat gtggagataa acgttgctcc 
tggcaaagat 
1021 ctcaccaaga ccctcaatga catgcgtcag gagtatgagc agctcattgc 
taagaacaga 
1081 aaggacatcg agaatcaata tgagactcag ataacccaga tcgagcatga 
ggtatccagt 
1141 agtggtcagg aggtgcagtc cagtgccaag gaggtgaccc agctccggca 
cggtgtccag 
1201 gagttggaga ttgagctgca gtctcagctc agcaagaaag cagctctgga 
gaagagcttg 
1261 gaagacacga agaaccgcta ctgtggccag ctgcagatga tccaggagca 
gatcagtaac 
1321 ttggaggccc agatcactga cgtccggcaa gagatcgagt gccagaatca 
ggaatacagc 
1381 cttctgc七cagcattaagat gcggctggag aaggaaatcg agacctacca 
caacctcctt 
1441 gagggaggcc aggaagactt tgaatcctcc ggagctggaa aaattggcct 
tggaggtcga 
1501 ggaggaagtg gaggcagtta tggaagagga tccaggggag gaagtggagg 
cagctatggt 
1561 ggaggaggaa gtggaggtgg ctatggtgga ggaagtgggt ccaggggagg 
aagtggaggc 
1621 agctacggtg gaggaagtgg ttctggagga ggtagtggag gtggctatgg 
tggaggaagt 
1681 ggaggtggcc atagcggagg aagtggaggt ggtcatagtg gaggaagtgg 
gggcaactat 
1741 ggaggaggaa gtggctctgg aggaggaagt gggggtggct atggtggagg 
aagtgggtcc 
1801 aggggaggaa gtggaggcag ccatggtgga ggaagtggtt ttggaggtga 
aagtggaggc 
1861 agctacggag gcggtgaaga agcgagtgga agtggtggcg gctacggagg 
aggaagcgga 
1921 aaatcatccc attcctagtc ttcttcctca aaatctggtg accaagatga 
gacaaaaggc 
1981七tcctttcgcgatactagag cctctgtaaa cttctcctgc ccagccccag 
ctgagcatcc 
2041 ccagatgggc agactcccga tgaagcctgc ttattggatc ctgacatcag 
gaatagctgg 
2101 caacaagccc ctgtgcccgt ttgggactga actgacttgg catatgtgcc 
tctggctttc 
2161 cattggcttc caaccctgct tggctttgat gccttcaggg ttggggagac 
agacctcttt 
2221 cctctctctg gcctggggtg ctctcacacc ctgcacgatc ttgactataa 
taaagcttcc 
2281 ctactgcaaa 
// 
この蛋白の構造は
MSCRQFSSSYLSRSGGGGGGGLGSGGSIRSSYSRFSSSGGGGGG 
GRFSSSSGYGGGSSRVCGRGGGGSFGYSYGGGSGGGFSASSLGGGFGGGSRGFGGASG 
GGYSSSGGFGGGFGGGSGGGFGGGYGSGFGGFGGFGGGAGGGDGGILTANEKSTMQEL 
NSRLASYLDKVQALEEANNDLENKIQDWYDKKGPAAIQKNYSPYYNTIDDLKDQIVDL 
TVGNNKTLLDIDNTRMTLDDFRIKFEMEQNLRQGVDADINGLRQVLDNLTMEKSDLEM 
QYETLQEELMALKKNHKEEMSQLTGQNSGDVNVEINVAPGKDLTKTLNDMRQEYEQL1 
AKNRKDIENQYETQITQIEHEVSSSGQEVQSSAKEVTQLRHGVQELEIELQSQLSKKA 
ALEKSLEDTKNRYCGQLQMIQEQISNLEAQ工TDVRQEIECQNQEYSLLLSIKMRLEKE
IETYHNLLEGGQEDFESSGAGK工GLGGRGGSGGSYGRGSRGGSGGSYGGGGSGGGYGG
GSGSRGGSGGSYGGGSGSGGGSGGGYGGGSGGGHSGGSGGGHSGGSGGNYGGGSGSGG 
GSGGGYGGGSGSRGGSGGSHGGGSGFGGESGGSYGGGEEASGSGGGYGGGSGKSSHS 
(ケラチン 9の野生型の構造を示す)であり、われわれが患者から採取した点突然
変異は、 N末端のロッドドメインlこ、アミノ酸置換をともなうものであり、それを用い
た。
方法
健康人表皮とフェルナー型患者表皮から、酸性フェノール法を用いて totalRNAを
抽出した。抽出した RNAは直ちに、オリゴ(dT)をプライマーとして、逆転写酵素によ
り一本差相補的DNAとした(以下sscDNAと略す)。このsscDNAを鋳型に用いて、
PCR法により全長cDNAを得た。このときに用いたプライマーは、全cDNAをおおよ
そ4分割して、合計4セットすなわち8つのプライマーを用いて、それぞれがオーバ
ーラップするようにデ、ザインし全長を得たo塩基配列はサンガ一法でえ決定した。
発現型ベクターに組み入れた、野生型ケラチン9cDNAと点突然変異型ケラチン
9cDNAを細胞株に導入して得られた結果
野生型ケラチンをコードする cDNAを遺伝子導入した細胞は、全て、繊維状の細
胞骨格を示した。これに対して、変異型のケラチンをコードする cDNAを遺伝子導
入した細胞は、ケラチン繊維は凝集し小滴状または、短い繊維状の外見を呈した。
この結果は、患者から採取した表皮細胞を培養する過程で観察される凝集または
小滴状と一致する。すなわち、変異型のケラチンをコードする cDNAを遺伝子導入
した細胞は、患者表皮細胞で見られる形質を正しく再現したと結論できる。
方法
前述した完全長 cDNAを2種類用意し(一方は野生型、もう一方は変異型、すなわ
ち点突然変異ケラチン9 cDNAである)、それを、サイトメガロウイルスプロモータ
にーライゲー トした。ポリ Aシグナルは、 SV40由来のフラグメントと用いた。ケラチ
ン9のストップコドン直前Iこ、ヘムアグルチニン蛋白を標識蛋白として導入した。標
識蛋白がケラチンの構造に対して影響しない事は、標識蛋白を導入した野生型ケ
ラチン9cDNAを遺伝子導入された培養細胞株が、ケラチン繊維を正しく重合させて
いる事を観察する事によって結論した。大腸菌を用いて、この発現型DNAを増幅し
た後、セシウムクロライドーエチジンブタノールで、超遠心をかける事で、精製した。精
製された発現型ベクターは、培養細胞株に、電化法により導入した。導入後過剰な
DNAを洗い流し、 24時間培養した後に観察に供した。ケラチン繊維の可視かは、
ケラチンを導入した細胞をアセトン固定する事によって蛋自の透過が可能なように
固定し、一次抗体に抗ケラチン抗体を、 2次抗体に抗マウス抗体を用いて蛍光抗体
法で確認した。二重染色が必要な時は FITCでラベルされた、抗マウス免疲グロブ
リン抗体と、ローダミンで、ラベルされた抗ヘモア夕、ルチニン抗体を用いた。いずれの
染色でも単線色であれば同じ結果を示し、野生型ケラチンは、ケラチンファイバー
の典型である繊維状の走行を示し、変異型ケラチンは凝集醜を呈した。二重染色
の結果は、凝集院は完全にマージされ、本来点突然変異を持たない内因性のケラ
チンが変異型ケラチンの導入により繊維構造を作れなくなっている事が示された。
すなわち、この結果より、ケラチン9による細胞骨格の機能不全は、優性抑制型の
メ力ニズ、ムによって生じている事が明らかになったoこの結果は、ケラチン9の変異
によるフェルナー型の掌蹴角化症が常染色体優性遺伝の遺伝形式を示す事と完
全に一致し、従って我々の結論は臨床症状の発現を良く説明すると結論したo
レポーター細胞の作製
ケラチン9完全長は不必要であるため、変異の存在するN末端をコードする遺伝子
断片と、レポーターとして用いる蛋白である GFPの融合蛋白が細胞内で発現する
ように実験をデザインした。すなわち、サイトメガロウイルスプロモーターをプロモー
ターとして用い、その3プライム側下流にケラチン9cDNAを、そのさらに下流に、
GFPをコードする遺伝子断片をもっ発現ベクターを作製したoこれを細胞に導入す
ると、細胞は蛍光を発する事を確認した。導入効率はおおよそ10%前後であった
が、実験ご、との導入効率に大きなぶれは見られなかったため、このようにして得ら
れた細胞をレポーターとして用いた。写真を次ページに示す。
蛍光強度はほぼ一定しており、細胞によって作られている GFP極端に違う事は無
いと考えた。しかし、導入された外来性遺伝子から生産される蛋白の細胞内濃度
は技術的な問題があり、検定されていない。
校正並びに発現抑制による形質の変化
短鎖 DNAあるいは siRNAを用いた形質の変化を戻す実験では、形質の変化
が戻る細胞がごくごく少数ながら観察された。しかし、再現性よく一定の割合で、か
つ用量依存的に起る現象とはいいがたい。この事実から、「自然のおこなう遺伝子
治療(natural gene therapy) Jといわれている加齢による症状の緩和が、必ずしも
遺伝子のレベルでの校正ではなく、かつ、分解過程の促進でもない事を間接的な
がら示唆する所見である。以上のように、研究目的に対しては一定の成果を上げ
ると同時に、更に、検討すべき新しい課題の発見につながったと考えられ‘るo
